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形質転換法は、分子生物学研究において必須の技術である。植物研究においては、アグロバクテリ
ウムを介した形質転換法（アグロバクテリウム法）は高価な器具を必要としないことから、有用な技術で
あり、様々な植物種において確立されている。  
陸上植物進化の基部に位置する苔類ゼニゴケ（Marchantia polymorpha）は、実験植物としての利
点の多さからモデル植物として注目され、近年、盛んに研究が行われている。これまで、ゼニゴケを用
いた様々な分子生物学技術が開発されてきた。アグロバクテリウム法においては、これまでに、材料と
して「培養細胞」、「有性生殖から得られる胞子」、および「無性生殖から得られる無性芽を培養した幼
葉状体」を用いた方法が確立された。しかし、従来のアグロバクテリウム法では、大量の液体培地や異
なる組成の培地への移植作業が必須であり、多くの時間と労力を要したため、形質転換手順の簡便化
が必要と考えられた。  
筆者は、ゼニゴケのアグロバクテリウム法の簡便化を目的に、形質転換における（１）植物組織の前
培養、（２）アグロバクテリウムとの共存培養、（３）形質転換体の選抜、の全ての操作を一枚の固形培
地だけで完了させる新しいアグロバクテリウム法を開発し、この方法をアガートラップ法（AgarTrap）と
名付けた。まず、有性生殖から得られる胞子を用いて、アガートラップ法の基礎を確立した。その後、
アガートラップ法の形質転換効率を上げるための最適化を行った。最適化において、①胞子の前培養
期間、②アグロバクテリウムとの共存培養期間、③形質転換溶液中のアセトシリンゴン濃度、④形質転
換溶液中のアグロバクテリウム濃度の条件検討を行い、当初 1%以下であった形質転換効率は 11.9%
に向上した。  
しかしながら、胞子は有性生殖によって生産されるため、胞子を材料に用いて作出される形質転換
体は、遺伝的背景が不均一である。そこで、遺伝的背景を統一した形質転換体の作出を可能にする
ため、無性生殖から得られる無性芽を材料にしたアガートラップ法の確立を行った。①無性芽の前培
養期間、②アグロバクテリウムとの共存培養期間、③形質転換溶液中のアグロバクテリウム濃度、④固
形培地の組成条件を検討した結果、形質転換効率はゼニゴケの Tak-1 株由来無性芽で 27.9%、
BC3-38 株由来無性芽で 60.4%となった。次に、栄養生長組織である葉状体の切片を材料にしたアガ
ートラップ法の開発を行った。葉状体切片を材料に用いた場合、遺伝的背景を統一した形質転換体を
作出できるだけでなく、胞子や無性芽を産出できない形質転換体や変異体を材料にした形質転換も
可能にする。①葉状体切片の前培養期間、②アグロバクテリウムの培養方法を検討した結果、形質転
換効率は Tak-1 株由来葉状体切片で 50.0%、BC3-38 株由来葉状体切片で 85.0%となった。  
ゼニゴケにおける３つの組織（胞子、無性芽、葉状体）の中で、無性芽は、遺伝的背景を統一した形
質転換体を作出できるだけでなく、組織が比較的小さいため、一度の操作で多数の形質転換体を作
出できる最も便利な材料である。そこで、遺伝的背景を統一した T-DNA タグラインの作成など、様々
なアプリケーションに適応させるため、無性芽を用いたアガートラップ法のさらなる高効率化を目指し、
改良を加えた。改良では①無性芽の前培養期間、共存培養期間中の②湿度条件、③アグロバクテリウ
ム菌株、④界面活性剤添加の効果、⑤明暗条件、について検討した。その結果、固形培地のシャーレ
をパラフィルムで巻くことによる湿度の保持、および暗条件で共存培養することによって、形質転換効
率が向上した。また、EHA101、EHA105、GV2260、LBA4404、MP90 の 5 種類のアグロバクテリウム
菌株について比較したところ、最も適したアグロバクテリウム株は、Tak-1 と Tak-2 株由来無性芽を用
いた場合は MP90、BC3-38 株由来無性芽を用いた場合は EHA101 であることがわかった。これらの
改良で、Tak-1 株由来無性芽を用いた場合の形質転換効率は 55.0%に向上し、Tak-2 株と BC3-38
株由来無性芽を用いた場合、それぞれの形質転換効率は 98.7%、100%となり、非常に高効率な形質
転換を可能にした。  
本研究において、筆者は簡便かつ高効率なゼニゴケのアグロバクテリウム法（アガートラップ法）の
確立に成功した。また、ゼニゴケを用いて確立したアガートラップ法を代表的なモデル植物であるタバ
コに応用したところ、形質転換カルスの作出に成功した。このことから、アガートラップ法は維管束植物
を含めた他の植物種への応用も可能であると考えられ、今後、植物研究において広く有用な技術にな
ると期待できる。  
